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黄 地 老虎 核 型 多 角 体 病毒 的 一 些 特性 - 


SE BFE H # 


《中 国 科学 院 动物 研究 所 ,北京 100080) 


摘要 HERRENS RICA grotis segerum Nulear Polyhedrosis Virus 简 称 AsSNPV) WE 
ASSURE CASNPV") SAKE AWE. 大 小 1.7 一 2.6um， 为 多 粒 包 埋 类 型 。 每 个 病毒 束 内 有 2 一 7 个 核 
衣 党 ,大 小 约 52nm X 3080m, RAR (Heliothis assulta) 后 分 离 到 的 多 各 体 《As-HaNPV) 其 形 
状 不 规则 ;大 小 0.7 一 2.6Hm* 亦 为 多 柱 包 埋 类 型 。 核 衣 壳 2 一 6 个 不 等 ;大 小 约 40nm X 300nm。EcoRl 和 
Hindi 限制 性 内 切 梅 电泳 图 谱 分 析 缀 明 ，AsNPVc DNA 和 As-HaNPV DNA 的 EcoRI、HindIII fy 
图 谱 一 致 ,两 者 与 HaNPV DNA 的 BecoRlyHindIII 酶 切 图 谱 存 在 表 显 莽 异 ,AsNPVC DNA 的 EcoRI 
BESET 15 个 片段 分子 生计 12.74X10 一 1.18X10 道 尔 师 之 间 , 总 分 于 报 约 88.6X10° 道 尔 顿 ， 相 
当 于 134.25kbp。HaNPV DNA 的 EcoRI 酶 切 图 谱 共 有 19 AH BAr TETE 13.89% 10°—1.10% 10° 道 
ARTZ Milo RAF LEH) 93.86% 10° ARs 相当 于 142.25kbp。 AsNPV 对 黄 地 老 席 2 龄 和 4 龄 幼虫 以 及 
对 烟 青虫 4 龄 幼虫 的 LDso 分 别 为 : 1.4X10PIB、7.4 X 10°PIB 和 2.61X104PIB。 

关键 词 法 地 老虎 核 型 多 角 体 病 守 限制 性 内 切 酶 分 析 ě #5 


1936 Æ Paillot 首次 报道 了 AsNPV 感染 黄 地 老虎 (Agrotis segetum) 幼虫 后 的 病 
征 及 组 织 病理 尝 变 化 ,并 简 述 了 该 多 角 体 的 形态 大 小 〈Steinhaus，1949)o。 此 后 ，Shvet- 
zova 等 (1962)、Lipa 等 (1971)、Burgerion 等 (1975)、Sherlock (1979、1983)、Allaway 
等 (1983、1984) 对 AsNPV 均 做 了 报道 。 其 中 尤 以 Lipa 和 Allaway 等 人 在 AsNPV 
的 形态 结构 、 生物 学 特性 及 理化 性 质 等 方面 研究 较 多 。 1985 年 我 们 首次 在 国内 分 离 到 
AsNPV ,并 对 其 形态 结构 ,核酸 的 部 分 特性 及 AsNPYV 与 HaNPV 相互 侵 染 宿主 后 的 毒 
:力作 了 研究 , 现 报道 结果 如 下 。 

材料 与 方法 | 

1 RWS AR rat, BRIN MER (Heliothis assulta) 虫 种 ， 采 自 北 京 市 
郊 。 均 为 室内 半 人 工 饲 料 饲 养 传代 的 健康 幼虫 。 饲 养 温 度 251°C, 

2. 病毒 材料 : AsNPYV? 感染 黄 地 老虎 和 烟 圳 虫 幼 虫 ,HaNPV 感染 烟 青虫 幼虫 ,增殖 
获 死 虫 , 经 分 离 纯化 得 AsNPVc、As-HaNPV、HaNPV。 

3. 药品 ; 限制 性 内 切 酶 为 华美 生物 工程 公司 和 中 国医 学 科学 院 直 础 医学 研究 所 产 
ah, SGM Serva 公司 和 中 国 科学 院 生 物 物理 研究 所 产品 , 其 它 生 化 实验 所 用 试剂 均 
为 分 析 纯 。 l 

4. 多 角 体 及 病 恰 形态 观察 : 

(1) 取经 过 提纯 的 多 角 体 制 成 适当 的 悬 流 , 滴 于 小 残片 上 ,自然 干燥 , 哮 金 ,于 扫描 电 
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$ (JSM-35CF) 下 观察 。 

(2) 取经 过 提纯 的 多 前 体制 成 适当 的 县 被 ， 滴 于 带 腊 网 片上 ， 官 然 干燥 后 碱 解 (0. 
mol/L Na,CO;, 0.17mol/L, NaCl) 适当 时 间 , 经 2% RERA, CAR Eg JEM- 
100C) 下 观察 。 

(3) 取经 纯化 多 前 体 用 25% RIRS 1% RRL NHE, PRK, Epon 812 @ 
E . 酷 酸 铀 与 三 铝 双 染 。 超 薄 切 片 控 常 规 方 法 制作 。 于 JEM-100C 透射 电镜 下 观察 。 

5. 病毒 DNA 的 分 离 、 纯 化 及 限制 性 内 切 酶 分 析 : 取 纯 化 的 病毒 多 和 角 体 ， 用 碱 解 该 
配 成 Smg/ml 的 县 该,37°C 水 滩 碱 解 1 小 时 ,5000rpm 离心 10 4 Bh, EYI 20% SDS. 
至 终 浓度 为 1% , 60°C 水 次 保温 20 分 钟 ,5000rpm 离心 10 分 钟 ,上 清流 用 lmol/L HC 
将 pH 调 至 7.8 左右 ,加 入 PronaseE 及 50 倍 的 限制 狂 内 切 酶 缓冲 该 ,使 酶 的 终 诊 度 为 25 
pg/ml, 37°C WAR 3 小 时 。 加 入 等 体积 1 x SSC 饱和 的 重 蒸 酚 (pH8.0), Sli Pim 
和 转动 10 分 钟 ,5000rpm 离心 分 层 ， 取 上 层 水 相 用 饱和 酚 重 复 帮 提 2 次 , 水 相 加 等 体积 
乙 醋 除 酚 。 在 水 相 中 如 和 人 2 RAR 95 % 冷 乙 醇 ,一 20°C 过 夜 ,8000rpm 离心 沉淀 DNA, 
用 70% ,80% .95 多 CMI PIPETTE DNA, KZT DNA, INA SSC iito M Aw 处 
的 OD HERH DNA HRE, — 20°C 生存 备用 。 

EAH DNA 的 酶 反应 液 中 ( 尖 照 Maniatis 等 ,1982), 加 入 6 一 10U 酶 。 总 反应 体 
Bl 204) ,37% (EAL 2 IRA 10 ee 30% Ficoll, 01% MA2, O5mol/L EDTA, pH 
7.5 AEk fe RE My Lg, COC ACH LO Sty tes AD WEL AbD. BITC ells 
BE Gk PATER EE) Uo. Ae 140mm Re don 平板 里 访 , HURIA] 12—24, 电压 35 V3 
用 TBE hRg. PUEBLA RR, SYR BEX O5pg/mlo IMDA 
仪 下 观察 电泳 结果 。 

6. HWE: 将 提纯 的 多 和 角 体 配 成 大 该 ,在 相 壬 显微镜 下 计数 , 按 实验 需要 配 成 不 同 
浓度 备用 。 用 50mj ARE NS HARRI Som ”的 昆虫 半 人 工 饲 料 块 上 ， 对 有 照 
组 加 等 量 的 惹 饮水 。 实 验 组 与 对 照 组 幼虫 均 饥 铁 6 小时。 幼虫 吃 完 带 病毒 饲料 后 加 不 带 
PH RR BASH He 50 只 或 40 A, ee 26 x 80mm 指 形 管 中 , 每 管 1 只 
幼虫 ,重复 三 次 。 以 上 实验 , GRRE, BES IRS OR Aik, LR 
认 是 否 为 病毒 致死 。 用 CASIO PB-110 计算 机 计算 实验 结 浴 。 


结果 和 讨论 


一 、 多 和 角 休 和 病 租 的 形 坟 特征 : 

1. AsNPVS, 多 角 休 大 多 旦 六 边 形 , 大 小 一 般 为 1.7 一 2.6pm【〔 图 版 1:1) ,为 多 粒 包 埋 
类 型 ,每 个 病 审 束 内 有 2 一 7 个 核 衣 沉 , 以 3 一 4 个 最 多 见 (办 版 1:30 核 衣 过 为 杆 状 ， 有 
的 稍 有 弯曲 ,大 小 约 为 308nm x 52nm 《图 版 1:2)o 

2. ASNPV® RAY SUEDE BINS AERA ALM, WBS, 表面 可 风 到 类 
REBMS RRA KR. SARA) SRK, AM 0.7—2.60m CAM 1:4). 为 多 
粒 包 埋 类 型 ,每 个 病毒 束 肉 有 核 衣 省 2 一 6 个 不 等 。 核 农学 为 杆 状 ,大 小 约 为 300nm X 40 
om 《图 版 1.5、6)o。 

ASNPV 的 国内 分 离 株 《AsNPVc) 与 Lipa 等 的 破 兰 分 离 株 CAsNPV") 和 Sher 
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lock 的 英国 分 离 株 《AsNPV*) (Allaway 等 ,1983) 在 形态 和 大 小 上 均 较 接近 ,至 今 已 分 
离 到 的 AsNPV’, AsNPV® 《法 国 分 离 株 )、AsNPV* 和 AsNPV 均 为 多 粒 包 埋 类 型 。 
国内 已 分 离 到 的 HaNPV Bat BRS EMT , 1982), AsSNPVo 感染 烟 青 
虫 后 分 离 到 的 多 角 体 病毒 则 为 多 粒 包 埋 类 型 。 从 形态 上 可 以 认为 AsNPVo 感染 烟 青虫 
幼虫 后 分 离 到 的 多 角 体 不 是 HaNPV。 

=, DNA 的 限制 性 内 切 酶 分 析 : 

AsNPVc、HaNPV 及 As-HaNPV 的 DNA & EcoRI 及 HindIII 限制 性 内 切 酶 前 
切 后 的 电泳 图 谱 见 图 1。 以 1-DNA # Hindlll 酶 切 的 片段 做 为 标准 DNA 片段 (图 1 
G)。AsNPVe DNA 与 As-HaNPV DNA 经 HindIll 限制 性 内 切 酶 作用 的 结果 见 图 18、 
C， 完 全 没有 剪 切 的 位 点 。 HaNPV 经 Hindli 酶 著 ， 则 明显 有 酶 切 的 片段 (图 1A)。 
AsNPVe 与 As-HaNPV DNA & EcoRI 酶 切 电泳 的 片段 数量 和 位 点 一 样 《图 ]E、F)， 
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图 1 AsNPV,HaNPV 和 As-HaNPV E2 限制 性 内 切 酶 图 庶 
DNA 的 限制 性 内 切 酶 电泳 图 
A. HaNPV DNA-HindIll B. AsNPV A. AsNPV DNA-EcoRI B. HaNPV DNA-EcoRI 


DNA-Hindlll C. As-HaNPV DNA- 

HindIII D. HaNPV DNA-EcoRI E. 

As-HaNPV DNA-EcoRI F. AsNPV 
DNA-EcoRI G. DNA-HindIII 
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两 者 与 HaNPV DNA 的 EcoRI 酶 切片 外 (图 1D) 的 数量 和 位 点 有 明显 差异 。AsNPVC 


DNA 及 As-Ha NPY DNA 经 EcoRI 酶 切 结 采 共 有 15 ae BRAS 12.74 x 106° 


RGR Be NFB 1.18 x 10° 道 尔 顿 , 总 分 子 量 约 88.6 & 10° 道 尔 顿 ,相当 于 134.25kbp 
图 2A)。HaNPV DNA 的 EcoRI] 梅 切 结果 共有 19 “epee Seok roan 13.89 x 10°34 
尔 顿 ne 1.10 x 10 道 尔 顿 ， 总 分 子 量 约 为 93.86 x 10" 道 尔 顿 ， 相 当 于 142 25 
kbp( 图 28) 

上 上 述 实验 所 采用 的 本 酶 切 条 件 、 电 泳 条 件 等 均 尽 量 与 Allaway 等 《1983) 对 
AsNPV:、AsNPV"、,AsNPV? DNA 所 采用 的 条 件 一 致 。Allaway 等 (1983) 报 道 , AsNPV® 
DNA 与 AsNPV’ DNA 在 Hindili 作用 下 有 20 条 片 股 ， 在 EcoRi 作用 下 有 32 条 片 
BSS Beg 93.45 x 10: 道 尔 顿 : AsNPV’ DNA 在 Hindill 作用 下 有 22 AFE, E 
EcoRI 作用 下 有 14 FEL ,总 分 子 量 为 87.79 X LOE ZR, ERARA, AsNPV 的 
国内 分 离 株 与 欧洲 的 几 个 分 离 株 的 同 源 性 存 有 差异 。 

三 、 毒 力 测定 
AsNPV® } 感染 黄 地 老虎 2 I 42th RB 4 龄 幼虫 ,病毒 浓度 愈 大 ， 幼 虫 的 死 


wpys + PE vu ts ch IBA Ah ot > aH 
Tomi Do AN PPR RES GEA a 4 Bhk bse ee ee sie 


ION MA Sh RS A. TA PRP T BAT a eI LTw ASHE FR 
Ch Do IRAR ERARAJ CT. LRA A HRSTE Te eh Ee spe ate r 
Bled AsNUV [Lathes p k aa R. SM re ORO ATE 
HaNPV YR ARES TR Allaway 等 (1984)，AsNPV” Seay Hu fee M Sey ity lh lone 
exclamationis) (IRA ERAS LDsy 分 别 为 10PIB 利 420P1B, AsNPV" SETHE Uy 
幼虫 的 LD 为 350PIB (Allaway $, 1983), 而 AsSNPV 对 黄 地 老虎 2 HH. 4 HAI 
青虫 4 龄 幼虫 的 LD:， 分 别 为 140000PIB, 7400000PIB 及 26100PIB。 因 此 ,AsNPV2 Eb 
AsNPV & AsNPV? 的 毒 力 小 。 

21 病毒 浓度 与 死亡 率 的 关系 
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1.4% 108 36.00 14.00 56.30 
1.4% 107 78.00 24.00 86.70 
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综 上 所 述 ，AsNPY [EAS SRS AsNPV 的 三 株 欧 洲 分 离 株 ， 均 屈 杆 状 病 毒 科 A 
亚 组 费 地 老虎 枝 型 多 角 体 病毒 。 除了 AsNPV* 和 AsNPV® 限制 性 内 切 酶 图 谱 一 样 外 ， 
其 它 儿 个 分 离 株 相互 之 间 的 限制 性 内 切 酶 图 谱 均 有 差异 , 即 它们 的 核酸 序列 不 一 样 , 而 且 
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H2 1.4X10PIB/mi REP AER EH] LTs) 及 其 它 



























HA Ali th id LogLT ,, Sm LTs; 
As 2i 0.7422 0.013 9.8 
As 4 i 0.9504 0.028 24.2 
Ha 4i 0.7898 0.015 9,5 









0.015 





0.7764 


注 ; Am: 有 效 中 最 准确 度 
Sm; 有 效 中 量 的 标准 误差 
上 ,下 限 是 指 95% 置信 限 的 上 ,下 限 


粗 互 闻 的 害 力 大 小 差异 也 较 大 ,但 它们 的 病毒 名 称 者 一样 ,因此 用 宿主 来 命名 病毒 ， 不 能 
反映 病毒 闻 三 正 的 、 本 质 的 关系 。 吕 鸿 声 (1987) 曾 综述 过 核 型 多 角 体 大 小 在 人 工 接 种 做 
病毒 交叉 感染 试验 中 出 现 的 丙种 情况 ,一 种 是 病毒 对 新 宿主 的 感染 力 较 强 ,在 新 宿主 体内 
形成 的 多 角 体 形状 不 变 ; 另 一 种 是 如 果 病 毒 对 新 宿主 的 感染 很 弱 , 则 在 新 宿主 体内 形成 的 
多 角 体 形状 往往 不 规则 ,表现 不 出 或 只 能 部 分 表现 原来 的 固有 形态 。 本 文 用 AsNPYV% 感 
染 烟 青虫 幼虫 后 ,分 离 到 的 多 角 体 形态 不 规则 ,大 小 也 有 一 定 变化 ， 但 其 毒 力 却 比 在 原宿 
主 中 高 得 多 , 与 上 述 二 种 情况 均 不 同 。DNA 限制 性 酶 切 图 谱 及 病毒 形态 研究 表明 ，As- 
HaNPV 即 为 AsNPV°, 


2 $ X Rm 


EWE 1982 BRASS RAIS #63 页 科学 出 版 社 。 

ERETZA 1982 ”在 我 国 发 现 的 一 些 昆 虫 病 窒 。 昆 虫 学 报 25C4); 413 一 5。 

„Allaway, G. P. et al 1983 A biochemical and biological comparison of three European isolates. of nuclear polyhedrosis 
virus from Agrotis segetum. Arch, Viro, 75: 43 一 -54， f 

„Allaway, G. P, et al 1984 Host range and virulence of five baculoviruses from lepidopterous hosts. Ann. Appl. Biol, 
105(1): 29—37. 

‘Burgerjon, A. et al 1975 Recherches sur la spécificité de trois virus & polyédres nucléaires vis-à-vis de Mamestra 
brassicae, Scotia segetum, Trichoplusia ni et Spodoptera exigua., Entomophaga. 20: 153—60.. 

Lipa, J. J. et al 1971 Electron microscopy of nuclear polyhedrosis virus fiom Agrozis segetum Schiff, and A, er- 
clamationis L, (L. N). deta Microbiol, Pol. Ser, B, 3; 55—61. 

Maniatis, T, et al 1982 “Molecular Cloning” by Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 

Sherlock, P. L. 1979 A method for mass-rearing the cutworm Agrotis segetum in the laboratory. Exzomol. Exp. 
Appl, 26: 245—51, 

Sherlock, P, L. 1983 The natural incidence of disease in the cutworm Agrotis segetum in England and Wales. Ane. 
Appl. Biol, 102(1); 49—56. . 

Shvetzova, O. I. et al 1962 Virusnoe zabolevanije ozimoj i zernovoj sovok (Lepidoptera, Noctuidae) v uslovijach od- 
novremennovo zarazenija, Entomologiceskoe oboxrenije. 41: 781. 

Steinhaus, E, A. 1949 Principles of insect pathology. McGraw-hill Book Company New York. 


58 E 8 学 报 35 3 





SOME PROPERTIES OF AGROTIS SEGETUM NUCLEAR 
POLYHEDROSIS VIRUS 


Wene Qrvonc Car Xiv-yu Deng Ta 


(Institute of Zoology, Academia Sinica, Betjing 100089) 


‘Agrotis segetum nuclear polyhedrosis virus (AsNPV) isolated from the yellow cutworm 
larvae in Beijing is multiple-enveloped. The morpha and size of the polyhededral bodies and 
virus particles from A. segetum and Heliothis assulta infected with AsNPV (As-HaNPV} 
were observed with electron microscope. The electrophoretic profiles of DNA restriction en- 
doclease fragments appeared to be identical in AsNPV and AsHaNPV, but they were diffe 
rent from that of HaNPV. The molecular weight of AsNPV-DNA EcoRI-digested fragments 
added up to be about 88.6X10° dalton (134.25 kbp). The comparative virulence of the virus 
in original host and alternative host was examined by measuring their median lethal concen- 
rations (LCs) and median lethal time (LTs) in different instar larvae. The biochemical spe 
cificity and infectivity to 4. segetum and alter native hosts of Chinese isolate of NPV from 4. 
segetum. have been compared with those of three European isolates (Allaway. ct al. 1983) 


Key words 4grons segetum-—--nuclear polyhedrosis yirus~-~~-restriction endonuclea- 


se analysis--~~ virulence 
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